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长 角 血 蝗 卵 黄 和 蛋白 的 纯化 及 其 性 质 


杨 小 龙 ,高 志 华 , 胡 永 红 , 刘 冤 泽 * 


(河北 师范 大 学 生命 科学 学 院 , 石 家 庄 ”050016) 


摘要 : 用 北 胶 过 滤 与 离子 交换 层 析 、 生 白质 电泳 和 糖 脂 重 白 染 色 等 方法 提取 纯化 长 角 血 蜂 Haemaphysalis longicornis 卵黄 蛋白 ， 
并 对 其 性 质 进行 了 研究 。PAGE 和 SDS-PAGE 分 析 表 明 , 长 角 血 星 的 卵黄 蛋白 只 有 一 种 ,由 8 个 亚 基 组 成 , 亚 基 的 相对 分 子 质 
量 分 别 为 112 kD，103 kD，80 kD, 78 kD, 71 kD, 68 kD, 62 kD 和 52 kD, 卵黄 得 白 经 苏丹 黑 B 和 希 夫 试剂 染色 呈 阳 性 ,表明 是 一 
种 含 血红 素 的 糖 脂 和 蛋白 。 
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Purification and properties of vitellin from the bush tick, Haemaphysalis longicornis 


Neumann (Arachnida: Ixodidae) 

YANG Xiao-Long，GAO Zhi-Hua, HU Yong-Hong, LIU Jing-Ze’ (College of Life Sciences, Hebei Normal University， 
Shijiazhuang 050016, China) 

Abstract: Vitellin was purified from the eggs of the bush tick, Haemaphysalis longicornis Neumann by gel filtration and 
ion exchange chromatography, and its property was also analyzed. PAGE and SDS-PAGE results showed that only one 
kind of vitellin existed in H. longicornis. The vitellin composed of eight subunits and their molecular weights were 112， 
103, 80, 78, 71, 68, 62 and 52 kD respectively. The vitellin could be stained by Sudan black B and periodic acid- 


Schiff (PAS), which meant that 让 was an hemoglycolipoprotein. 
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节肢 动物 生殖 的 成 功 主要 依赖 于 激素 调控 下 的 
卵黄 形成 , 卵黄 中 的 蛋白 质 是 胚胎 发 生 的 营养 源 
(Kunkel and Nordin; 1985), 其 中 主要 是 卵黄 和 蛋白 
(vitellin, Vn》。 旷 黄 牌 白 和 它 的 前 体 卵 黄 原 蛋白 
《vitellogenin; Vg) 在 多 种 昆 忠 已 有 详细 研究 , 但 对 蝗 
类 则 了 解 得 较 少 。 蝗 类 具有 极 强 的 繁殖 力 ,每 只 
蛇 一 生 能 产 几 百 至 几 于 粒 卵 , 蝗 类 的 繁殖 力 决定 了 
其 种 群 数 量 及 危害 程度 。 卵 黄 发 生 是 昕 类 生殖 过 程 
的 关键 ,一 直 是 昕 类 生理 学 一 个 活跃 的 研究 领域 。 
已 有 证 据 表 明 , 蝗 类 卵黄 原 绰 白 由 卵巢 以 外 的 组 织 
合成 ,释放 到 血 淋 巴 ,被 卵 母 细 胞 选择 性 摄取 后 以 卵 
黄 香 白 的 形式 储存 CCoons et al., 1982; Diehl et al.; 
1982), 卵黄 发 生 受 激素 的 调控 (Pound and Oliver， 
1979;Kaufman，1991)。 目 前 ,对 蝗 类 卵黄 发 生 的 研 
究 主要 集中 在 卵黄 蛋白 的 纯化 与 鉴定 , 卵黄 原 和 蛋白 
的 合成 与 调控 , 卵 母 细胞 对 卵黄 原 蛋 白 的 摄取 以 及 
转变 为 卵黄 蛋白 的 分 子 过 程 CFriesen and Kaufman， 


2002)。 因 此 ,提取 纯化 蝗 类 的 卵黄 蛋白 并 了 解 其 理 
化 性 质 ,是 深入 研究 卵黄 发 生 的 基础 ,有 助 于 在 生理 
生化 和 分 子 水 平 上 立 明 蝗 类 的 卵黄 发 生 与 调控 机 
理 , 对 于 探讨 蝗 类 与 昆虫 及 其 他 节肢 动物 在 生理 、 遗 
传 和 进化 上 的 关系 也 具有 重要 意义 。 

长 角 血 蝗 Haemaphysalis longicornis Neumann 广 
泛 分 布 于 中 国 17 个 省 市 ,为 重要 的 媒介 饪 种 ,是 芝 
氏 泰 勒 虫 Theileria sergenti 等 疾病 的 主要 传播 媒介 ， 
该 病 引 起 宿主 高 热 、 出 血 、 消 瘦 和 体 表 淋巴 结 肿胀 等 
症状 ( 邓 国 藩 和 姜 在 阶 ,1991)。 长 角 血 蛇 在 恒定 条 
件 (27%C + 1C,RH 75% ,6L:18D, 以 家 免 为 宿主 ) 下 ， 
每 只 雌 暑 平均 产 卵 2 143.5 粒 ( 刘 敬 泽 和 姜 在 阶 ， 
1998) ,但 有 关 其 卵黄 蛋白 的 研究 尚 无 报道 。 我 们 以 
凝 肌 过滤 和 离子 交换 层 析 从 长 角 血 蛇 卵 粗 提 物 中 纯 
化 其 卵黄 蛋白 ,以 确定 卵黄 蛋白 的 种 类 、 亚 基 组 成 及 
相对 分 子 质量 , 并 对 其 性 质 进行 探讨 ,为 深入 研究 卵 
黄 原 重 白 和 卵黄 重 白 糖 基 、 脂 基 和 和 毛 基 酸 的 组 成 , 卵 
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黄 原 蛋白 和 卵黄 蛋白 配 基 的 生理 生化 作用 以 及 神经 
内 分 泌 对 卵黄 发 生 的 调节 机 制 莫 定 基础 。 

1 材料 与 方法 

1.1 长 角 血 迪 的 采集 和 喂养 

长 角 血 蝗 采 自 河北 省 小 五 台山 国家 自然 保护 区 
饲养 的 山羊 体 上 ,在 实验 室 光 照 培养 箱 (26% + 1%C， 
RH 75 和 ,光照 6L:18D) 中 培养 至 第 二 代 供 实验 用 ， 
吸血 在 家 兔 耳 上 进行 , 非 吸血 期 放 在 光照 培养 箱 中 。 
1.2 ”主要 试剂 

琼脂 糖 凝 胶 《Sepharose CL-4B) 和 十 二 烷 基 硫 酸 
钠 CSDS) 为 Sigma 公司 产品 。DEAE- 纤 维 素 CDEAE- 
Cellulose 52) 为 Whatman 公司 产品 。 用 于 测定 分 子 
量 的 标准 蛋白 : 肌 球 重 白 (myosin),220 kD; o-2- 巨 球 
蛋白 Ca-2-macroglobulin )，170 kD; 8- 半 乳糖 苷 酶 CB- 
galactosidase )， 116 kD; 转 铁 和 蛋白 Ctransferrin),76 kD; 
谷 氨 酸 脱氧 酶 Cglutamic dehydrogenase)，53 kD 和 两 
烯 栈 胺 均 为 Pharmacia 公司 产品 。 苏 上 丹 黑 B 和 和 希 夫 
试剂 为 北京 易 国 试剂 公司 产品 。 

1.3 卵 的 收集 、 粗 提 

收集 肉 蝗 当天 产 的 卵 1 g, 放 入 含 少量 茶 甲 基 磺 
栈 气 (PMSF) 的 2 mL 蒸馏 水 中 ,在 冰 浴 条 件 下 匀 浆 ， 
4%C 9 000 r/min 离心 15 min, 离心 后 分 3 层 (油层 、 上 
清 液 和 沉淀 ), 用 吸管 取 上 清 液 作为 卵 粗 提 物 。 

1.4 ”卵黄 蛋白 的 纯化 

按照 Chinzei 等 《1983) 的 方法 稍 加 改变 。 其 过 
程 如 下 : Sepharose CL-4B 《1.0 cm x 90 cm) 凝 胺 层 析 
柱 用 10 倍 柱 体积 蒸馏 水 平衡 。 将 卵 粗 提 物 移入 透 
析 袋 内 ,蒸馏 水 中 4% 透 析 , 使 pH 和 离子 强度 与 层 
析 柱 中 一 致 。 上 样 1 mL, 蒸 饮 水 洗 脱 (流速 为 S mL/ 
20 min),5 mL/ 管 收集 洗 脱 液 。 在 280 nm 和 400 nm 
处 检测 光 吸 收 值 , 收集 合并 两 处 此 有 最 大 吸收 值 的 
洗 脱 液 , 作为 样品 。 

此 样品 髓 上 DEAE-Cellulose 52 (1.6 cm x 30 cm) 
离子 交换 层 析 柱 , 上 柱 前 , 用 10 售 柱 体积 的 0.02 
mol/L Tris-HCl 缓冲 液 CpH 8.0) 平 衡 层 析 柱 ;样品 用 
同样 的 缓冲 液 4% 透 析 48 h, 使 pH 和 离子 强度 与 层 
析 柱 中 一 致 。 用 含 0~ 0.8 mol/L NaCl 的 同样 缓冲 液 
梯度 洗 脱 , 5 mL/ 管 收集 洗 脱 液 ( 流 速 为 5 mL/20 
min), 在 280 nm 和 400 nm 处 检测 光 吸 收 值 ,收集 合 
并 两 处 均 有 最 大 吸收 值 的 洗 脱 液 。 将 收集 的 样品 在 
4 % 下 蒸馏 水 透析 24 h, 置 于 -20 % 下 贮存 备用 。 
1.5 电泳 分 析 

以 聚 丙烯 栈 胺 凝 胺 电泳 《PAGE) 检 验 纯化 样品 


的 纯度 ; 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙烯 酰 腕 凝 胶 电 沪 
CSDS-PAGE) 分 析 卵 黄 香 白 的 亚 基 组 成 。 浓 缩 胶 为 
4%, 稳 压 80 V; 分 离 胶 为 7.5% , 稳 压 120 V。 
1.6 ” 糖 脂 蛋白 染色 

脂 和 蛋白 染色 : 聚 肉 烯 栈 胺 凝 胶 电 瀛 后 的 凝 胶 置 
于 苏丹 黑 B 溶液 (苏丹 黑 B 0.2 g; 乙醇 60 mL 乙酸 
10 mL; 蒸 饮 水 30 mL) 中 染色 15 min, 置 于 脱色 液 中 
脱色 。 

糖 蛋 白 染 色 ; 聚 丙烯 栈 胺 凝 胺 电泳 后 的 凝 胺 用 
过 碳酸 - 希 夫 试剂 染色 (PAS 染色 法 )。 凝 胶 在 溶液 
I 《过 碘 酸 钠 2.5 g, 蒸馏 水 86 mL; 冰 乙酸 10 mL, 浓 
盐酸 2.5 mL, 三 氯 乙 酸 1 g) 中 浸 8 h, 然后 用 溶液 IT 
《 冰 乙 酸 10 mL, 三 氯 乙酸 1 g, 蒸 饮水 90 mL) 洗 3~4 
次 ,再 用 溶液 焉 染色 16 h, 最 后 用 溶液 (硫酸 氨 钾 
1 g, 浓 盐酸 20 mL, 蒸 饮水 980 mL) 脱 色 。 

溶液 亚 ( 希 夫 试 剂 ? 的 配制 方法 :将 1 g 碱 性 品 
红 溶 于 200 mL 沸水 中 , 摇 荡 $ min 后 冷却 至 SO0%C， 
过 滤 , 向 滤液 中 加 入 20 mL 1 mol/L HCI 冷却 至 
25% ,加 1 g 焦 亚硫酸钠 ,将 此 溶液 在 瞳 处 放置 14 ~ 
24h, 加 2g 活 性 痰 摇 荡 1 min, 过滤, 滤液 为 无 色 透 
明 , 保存 于 棕色 撼 中 (4% )。 
2 结果 
2.1 卵黄 蛋白 的 提取 与 纯化 

长 角 血 蝗 卵 粗 提 物 上 Sepharose CL-4B 凝 胶 层 析 
柱 , 葵 饮水 洗 脱 ,5 mL/ 管 收集 洗 脱 液 。 在 280 nm 和 
400 nm 处 检测 光 吸 收 值 ， 收 集合 并 两 处 此 有 最 大 吸 
收 值 的 洗 脱 液 , 作为 样品 , 洗 脱 曲线 见 图 1。 
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图 1 长 角 血 蜂 卵 粗 提 物 经 Sepharose CL-4B 后 的 洗 脱 曲线 
Fig. 1 Elution profile from Sepharose CL-4B gel 名 tration 
column of the egg crude extract from Haemaplysalis longicomis 


将 此 样品 再 上 DEAE-Cellulose 52 离子 交换 层 析 


柱 , 用 含 0~ 0.8 mol/L NaCl 的 0.02 mol/L Tris-HC] 组 
冲 液 (pH 8.0) 梯 度 洗 脱 ,5 mL/ 管 收集 洗 脱 液 ,在 280 
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nm 和 400 nm 处 检测 光 吸 收 , 有 一 个 洗 脱 峰 , 即 纯化 
得 到 一 种 卵黄 旦 白 ,对 应 的 洗 脐 滚 NaQl 浓度 为 0.2 
molfL。 洗 脱 曲 线 见 图 2。 
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图 2 过 Sepharose CL-4B 后 的 样品 经 
DEAE-Cellulose 52 后 的 洗 赔 曲线 
Fig. 2 Elution profile from DEAE-Cellulose 32 ion exchange 
coumn from the Sepharose CL-4B column 
洗 脱 液 中 Nacl 的 深度 The concertraion of Nall in elution: a: 0.1 
mol'L: b: 0.2 mol/L: c:0.3 mol/L. 


纯化 后 ,所 得 样品 经 聚 两 米 梧 胺 凝 胺 电泳 检验 ， 
只 有 一 条 时 白带 , 即 卵黄 强 白 。 该 重 白 带 为 肉 昕 所 
特有 , 雄 昕 中 没有 ;在 肉 虫 的 血 淋 巴 中 有 与 之 迁移 率 
相近 的 恒 白 带 , 可 能 是 卵黄 康生 白 ( 图 3: | )。 
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图 3 长 角 血 蛇 卵黄 蛋白 经 涌 丙 烯 赃 胺 上 秦 胶 电泳 后 的 考 马 斯 
亮 蓝 染色 tT])、 希 去 试剂 染色 (J[? 和 苏 开 黑 染 色 ( 于》 

Fig. 3 PAGE of vitellin of Haoemaphysadis lorgicorris stained 
with Coomassie bluet [ », Schiff [I[ ? and Sudan black B HL? 
1. 纯化 的 卵黄 蛋白 Puuified vitellin; 2. 卵 的 粗 提 物 Crude extract df 
egg: 3. 饱 自 后 3 天 肉 星 的 血 淋 巴 Hemolymph of engorged female an 
the 3rd day; 4. 夫 量 血 淋 巴 Hemolymph of male. 


2.2 卵黄 蛋白 是 一 种 含 血 红 素 的 糖 脂 蛋白 

洗 脱 过 程 中 ,样品 在 400 nm 处 有 最 大 吸收 峰 ， 
说 明 卵 黄 电 和 白 上 带 有 血红 素 。 纯 化 的 卵黄 蛋白 经 苏 
丹 黑 B 和 和 希 夫 试剂 染色 呈 阳 性 , 说明 卵 黄 蛋 和 白 是 一 
种 含 血红 素 的 糖 脂 皇 白 4 图 3: || , ||| 2。 


2.3 卵黄 蛋白 的 亚 基 组 成 

纯化 的 卵黄 蛋白 经 SDS-PAGE 分 析 , 显示 卵黄 
蛋白 由 8 个 亚 基 组 成 , 亚 基 的 相对 分 子 质量 分 别 为 
112 kD, 103 kD, 80 kD,78 kD,71 kD,68 kD,62 kD 和 
52 kDC 图 4)。 





图 4 长 角 血 蝗 卵 黄 直 白 的 亚 基 组 成 
Fig. 4 The subunits of vitellin of female 
Haerraphyseadis orgicorris 
M: 标准 重 白 Standard protein marker; 1. 纯化 的 卵黄 鼻 白 亚 基 
Subemnit of purified vitellin; 2. 卵 粗 提 物 Crude extract of ege. 


3 讨论 

昆虫 的 卵黄 原 皇 白 和 卵黄 重 白 为 盐 溶性 , 易于 
分 离 和 提纯 ,而 昕 类 的 卵黄 原 重 白 和 卵黄 皇 白 为 水 
溶性 ,常规 的 盐 沉 降 法 不 适用 。 已 证 实 微 小 牛 昕 
Boophilus microplus 蚊 中 存在 含 棕色 色素 的 血红 蛋白 
( Bremner, 1959; Tatchell, 1971 )。 Boctor 和 Kamel 
《1976) 提 纯 出 安 氏 革 昕 Dermacentor andersoni 的 卵黄 
蛋白 。 自 Chinzei 等 《1983) 纯 化 非洲 钝 缘 昕 
Omithodoros moubata 的 卵黄 和 皇 白 和 卵黄 原生 和 白 后 ， 
分 离 提 纯 凰 类 卵黄 绰 白 的 方法 已 基本 成 熟 。 和 作者 依 
据 Chinzei 等 (1983) 的 方法 稍 加 改变 , 对 长 角 血 凰 的 
卵黄 皇 白 进行 了 提取 和 纯化 。 为 提高 分 辩 力 ,我 们 
加 大 了 层 析 柱 高 度 与 直径 的 比值 ,同时 由 于 不 同 昕 
类 的 卵黄 蛋白 与 离子 交换 柱 的 吸附 为 差异 较 大 , 文 
献 中 的 洗 脱 浓度 只 作为 参考 ; 为 找到 适宜 的 洗 脱 浓 
度 , 作 者 采用 了 梯度 洗 脱 方法 。 

长 角 血 由 卵 粗 提 物 经 凝 胶 过 滤 后 ,只 有 一 个 洗 
脱 峰 ; 收集 的 洗 脱 液 再 过 离子 交换 层 析 柱 ,也 只 见 一 
个 洗 脐 峰 , 说 明 长 角 血 由 只 有 一 种 卵黄 皇 白 。 已 知 
卵黄 强 白 的 昕 种 一 般 有 了 两 种 卵黄 便 白 卵黄 重 白 太 
和 蚊 黄 绰 白 BC Boctor and Kamel, 1976; Dhadialla， 
1986; Rosell and Coons, 199I1 ), 但 非洲 钝 缘 蝗 和 肩 突 
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硬 几 fxodes scapularis 只 有 一 种 卵黄 蛋白 (Chinzei et 
al.，1983; James and Oliver, 1997), 可 见 卵 黄 和 蛋白 的 种 
类 依 不 同 蝗 种 而 异 。 长 角 血 蝗 的 卵黄 怎 白 经 苏丹 黑 
B 和 项 夫 试剂 染色 旦 阳性 ,说 明 其 卵黄 蛋白 是 一 种 
含 血红 素 的 糖 脂 生 和 白 , 卵黄 蛋白 的 成 分 尚 待 进一步 
研究 。 在 已 知 的 几 种 蝗 类 卵黄 蛋白 的 氨基 酸 组 成 中 
Clu、Val、Leu 和 Pro 的 含量 较 高 , 而 Met 的 含量 很 低 
(Chinzei et al . ,1983; Rosell and Coons, 1991), 等 电 点 
一 般 在 6.1~ 6.9; 婢 类 卵黄 香 白 中 的 糖 类 一 般 是 甘 
露 糖 , 脂 关 有 胆固醇 脂 . 甘 油 三 脂 . 游 离 脂肪 酸 和 胆 
固 醇 等 (Rosell and Coons, 1991), 糖 和 脂 在 卵黄 委 白 
中 的 百 分 含 量 因 蝗 种 而 异 。 昆 虫 卵 黄 原 重 和 白 和 卵黄 
蛋白 的 糖 类 主要 为 甘露 糖 , 以 高 甘露 糖 形式 存在 ,其 
卵黄 原 和 蛋白 中 高 甘露 糖 侧 链 在 卵 母 细胞 膜 识 别 卵 黄 
原生 白 中 起 重要 作用 , 嘉 聚 糖 链 含 有 的 某 些 结构 特 
征 引 导 卵 黄 穆 香 白 进入 细胞 膜 的 被 膜 小 泡 或 溶 酶 
体 , 同 时 卵黄 原 蛋 白 中 的 糖 类 保证 了 卵黄 原 香 白 在 
某 种 程度 上 的 稳定 性 以 免 其 在 分 泌 前 聚集 。 昆 虫 的 
卵黄 穆 笔 白 中 同样 含有 一 定量 的 脂 类 , 其 卵黄 原 重 
白 可 能 具有 运送 脂 的 功能 ( 李 乾 君 等 ,1995)。 蝗 类 
卵黄 原 怎 白 和 卵黄 蛋白 中 的 糖 类 和 脂 类 是 否 也 具有 
相似 的 功能 尚 不 明确 。 

长 角 血 蝗 卵 黄 重 白 经 SDS-PAGE 分 析 , 显示 卵 
黄 和 蛋白 由 8 个 亚 基 组 成 , 亚 基 相对 分 子 质 量 范 围 在 
52~ 112 kD。 非 洲 钝 缘 昌 卵 黄 重 白 为 6 个 亚 基 , 相 
对 分 子 质 量 范 围 为 90~160kD。 具 肢 扇 头 星 
Rhipicephalus appendiculatus 卵黄 香 白 为 8 个 亚 基 , 相 
对 分 子 质量 为 43~ 160 kD, 变异 革 蝗 Dermacentor 
variabilis 的 卵黄 后 白 A 有 8 个 亚 基 ,卵黄 重 白 B 有 9 
个 亚 基 , 其 相对 分 子 质 量 范 围 均 在 35 ~ 135 kD。 
Harmish 和 WhiteC1982) 按 亚 基数 和 相对 分 子 质 量 将 
昆虫 的 卵黄 重 白 分 为 3 种 类 型 :第 一 种 类 型 具有 大 
《100 ~ 180 kD)、 小 (47 ~ 84 kD) 两 种 亚 基 : 第 二 类 只 
具有 大 亚 基 (170 ~ 190 kD); 第 三 类 只 具有 小 亚 基 
《50 kD)。 大 亚 基 和 小 亚 基 是 由 不 同 的 基因 编码 的 ， 
具有 哪 一 种 亚 基 , 取 决 于 哪 部 分 基因 具有 转录 活性 。 
蝗 类 的 卵黄 蛋白 是 否 也 能 按 亚 基数 和 相对 分 子 质量 
分 为 几 类 ,各 类 亚 基 由 哪些 基因 编码 以 及 激素 如 何 
调节 基因 的 表达 , 是 今后 研究 发 展 的 方向 。 
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